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Summary 
We have studiεd the effect of MK733， a potent HMG COA reductas色 inhibitor，on syntheses 
and secretion of glycerolipids and stenols in HepG2 cels. HepG2 cells were cultured in DMEM 
with or without addition of lVIK -733 for up to 6 homs. Triacylglycerol and phospholipid synthεsεs 
wer日monitoredby the incorporation of [1 (3) -3HJ glycerol into在日chlipid fraction in HεpG2 cells， 
and sterol and fatty acid synthεses werεmonitored by using [1-14CJ acetatεas a trac邑r.
MK-733 depr巴ssedchol告sterolsynthesis in a dose-dependent mannor at conc巴ntrationsof 0.1 
μM to 10μM. Addition of lower concεntartion of th日drughad no influ巴nceon the synth巴sesof 
phospholipid and triacylglycerol， whereas a relatively higher concεntration of MK73:3 rεsulted in an 
significant increas日inphospholipid synthesis. The sp巴cificradioactivities (dpm/μg lipid) of 
triacylglycerol and phospholipid in thεcells were comparable with or without treatment of the 
drug， exc巴ptfor the cells treated with the drug at the concentration of 0.1μM. Secretion rate of 
[1 (3) -3HJ glyc日roHabel己dlipids to the medium was comparablεamong the groups. The data of 
the preset stucly sugg日stthat an addition of HMG CoA r日duct呂seinhibitor呂ta rεlatively high芭r
concentration affectecl adversely to cholesterol and phospholipid synthεses In Hep G2 cels. 
鰯雲
血築中の VLDLおよびHDLは，肝臓および刀¥腸で合成予分泌されていると信じられてい
る. VLDL生成のプロセスとして，小胞体で、アポタンパク質B-IOOと脂質成分が集合しヲゴノレ
ジ体で修飾を受けた後，細胞内輪送を経て分泌される 1.-4)と考えられている e それゆえ，肝
細胞内でのアポタンパク質量，脂質量あるいはそれらの代謝速度が， VLDL生成と関わってい
るものと考えられる.しかしながら，縮胞内での各路質の代謝がどのように協調して行われて
いるかについての情幸授はない 5)6)
本研究では， HMGCoA還元酵素阻害剤UMK-733による HEPG2細臨のコレステロール代謝
の修飾が，脂質代謝に及ぼす影響について検討しラさらにリポタンパク質の分泌に及ぼす影響
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について検討した.その結果，薬物は HepG2細胞のコレステロール合成を濃度依存的に組害す
るが，グリセロ脂質代謝には著しい影響を及ぼさないことが認められた.しかし，高濃度の組
筈剤はりン脂質合成を充進させる可能性が示唆された.
実験方法
1 .実験材料と
MK-733は万有製薬から供与された. [1 (3) -3HJグレセロールおよび、[1-14C]酢酸はアマシャ
ムジャパン(東京)から購入した.2， 5-di-phenyolxazole (PPO)および1，4-bis-2一日-phenylox-
azolyl) -benzen (POPOP)は同仁化学(熊本)から購入した.地の試薬は特級を用いた.
2. HEP G2の培麓と試薬添加方法
HEPG2の培養は前報7)と同様に行った.MK-733はDMSOに溶解後，終濃度0.1，1.0，10μM
になるよう培地に添加し， 6時間培養した。
3. [14C]酔駿および [3H]グリセ尚一ル(J)縮飽へ的取り込み
MK--733を添加してからし 5時間後に2μCiの酢酸および[3HJグリセロールをディッ
シュに添加して，さらに1.5時間培養した@ディッシュに付著している細胞は，生理食堪水で3
回すすぎヲラパーで剥がして回収した.回収した培地および細胞は分析に供するたで 200Cで
保存した.
4.鞠臆および培地中の鰭襲の抽
細胞の総脂質は， Bligh and Dyer法叫こ従い抽出純化した.回収した細胞は 1m1!の生理会
塩水に懸濁後，その一部 (0.7mりを共栓付試旺管に取りメタノールを 2m1!加えて良く撹枠し，
クロロホルム 1孤立を加えて3TC，15分間加温した@その後，クロロホルム 1m1!と7.k0.9m1!加え
て，最終的にクロロホルム:メタノール:水 (1: 1 : 0.8)の混合液としヲ遠心分離した.下
層のクロロホルム層を回収しラ窒素ガス下で濃縮した後，石油エーテルに溶かして，分析に供
した.培地中の脂質も同様の諜作で抽出した，
上総鷺成分の分離9)
中性脂質の分離は，厚さ0.25mmのシリカゲ/レGの クロマトグラブイー (TLC)'"'("f]っ
た.展開溶媒は，石油エーテル:ジエテルエーテlレ:酢酸 (80:20: 1， v/v/v)混液を用い
た
リン脂質の分離は，厚さ0.25捌のシリカゲルHのTLCで、行った.展開溶媒は，一次展開とし
てアセトン:ジエチルエーテル(l:3， v/v)混液，二次展開としてクロロホルム:メタノー
ル:酢離:水 (25:15: 4 2， v/v/v/v)漉液を用いた.展開が終了した後，ヨード蒸気で発
色させ脂質問分を検出した@
6.路震のケン化と不ケン化物の抽出
脂質抽出液 (3m1!の石油エーテル溶液)の一定量 (0.3m1!)を共栓付試験管に取り窒素ガス下
で濃縮した.それにエタノール性KOH(エタノー ノレ94mQに水:KOH 1 :1， v/w， 6m1!を混
ぜたもの)を約5mQ加えて50ナヲ 1時間ケン化した a 水約 5r泌を加えて冷却させた後石油エー
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テルを約5mQ加えて振とうし，不ケン化物
ルに溶解し分析に供した.川
を回収して濃縮した a 濃縮物を石油ヱーテ
7.不ケン化物的分額
不ケン化物(コレステロールヲラノステローノレ，スクワセン)の分離はヲ浮き0.25m訟のシリ
カゲルGの薄層クロマトグラブイー (TLC)で行、っち.壌調溶媒は，ヘキサン:ジエチノレエー
テノレ:酢酸 (73: 25: 2， v/v/v)混液を用いた.Rfはコレステロール0.12，ラノステロール
0.19，スクワレン0.85で、あった.
車。放射能活性の測定
酢酸および [3HJグリセロールの脂質への取り込み量は，脂費抽出液および不ケン化
物抽出液の一部を計測パイアルに入れ，溶媒を除去後，放射能を測定す一ることにより計算した@
各脂質成分および不ケン化物成分への取り は， TLCで分画後，プレート上の各フラク
ションのシリカゲルをパイアル中にかき取りヲ放射能を測定した 8)
放射能活性の測定のためのシンチレーション溶液としてラ 0.2%の2，5-di'.phenyloxazole 
(PPO)および0.005%の1，4-bis-2-(5-phenyloxazolyl) -benzen (POPOP)を含むトノレエン
溶液10mQを用いた. TLC分!幽後の放射能活性測定はヲ SintisolExH (問仁化学)を加えた後，
一晩放置して液体シンチレーションカウンター(Aloka，液体シンチレーションシステムヲ LSC
-900) を用いて行った.パックグランドの鏑およびシリカゲルによるクエンチングの補正も考
慮、した，
g. g話鷺およひ*タンパク
脂質は当教室で標準化した方法9，10)を用い
じて定量した@
した.タンパク質は Smithらの方法11)に準
結果と
1.鶴鞄のタンパク鷲. 1)ン錯欝および、トリグリセリド
10μM MK.733添加で細胞中のタンパク質量が有意に増加した@ リン脂質およびトリグリセ
リド量はディッシュ当たりヲあるいはタンパク質当たりで増加傾向を示した (Table1). 
Table 1 Effect of 1¥1K -733 on concentrations of protein， phosphulipid and triglyceride in Hep G2 
cells 
Group Prutein Phospholipid Triglyc告rid巴
(mg/dish) (nmol/dish) (ねmol (nmo1/ dish) (nmol 
/mg cel pro.) /mg cel pro.) 
Control 0.82士0.06 164.5土2.0 184.9ニヒ13.4 47.6土2.4 53. 3:t 1.8 
lVIK -733 
0.1μ孔f 0.99土0.05 103.4土0.4 105.0土7.8 54.4土7.9 55.8士11.9 
0.1μM O. 98:tO. 04 177.0土12.7 180.8:t7.8 55.4土5.4 54.7土2.2
10μ1¥1 1.02土0.02* 212.1土16.1 207.5土20.8 66.5土4.0 65.0土5.5
Values are the mεans土S.E.()f 3 samples 
*， Differs significantly from the control at P<O.05 
124 佐賀大学長差学部桑報 第76号(1994)
2.総騒欝および各揺欝麗分への[I4C]幹畿の取り込み
薬物添加が[14C]酢酸の総脂質および、各脂質画分への取り込みに及ぽす影響を Table2に示
した
MK-733はヲ [14C]酢離の遊離コレステロールへの取り込み量を顕著に1~下させ， 10μM濃度
で対照群の約半分になった.コレステロールエステルへの取り込み量に影響はなかった.
一方， MK-733の添加により， [14C]酢酸の総脂質への取り込み量は有意に増加した.リン脂
Table 2 Effect of MK--733 on the incorporation of [1-"C] acetate into cellular lipids of Hep G2 
C巴ls
Group Total Lipids PL DG FFA TG EC 
[14C] cpmX103!dish 
Control 158ごと14 95土12 12ごと1 7土0_3 31ニ1 4ごと0.2
MK-733 
0.1μM 191土l 113土2 13:1:0.2 6こと0.5 37:1:1 5-←0.3 
0.1μM 212土14 138:1:ヲ 13土O司5 6土l 43二と3 5ゴ:0.4
10μ孔f 257土1* 169:1:8本 13土l 8土l 57土8本車 5土0.2
[14CJ cpmXI0'!mg cell pro. 
Control 193土8 115土7 15こと2 8土1 38こと2 5:1こ0.3
MK-733 
0.1 flM 194土15 125:1: 1 13土1 6:土:0.1 37士2 5-士0.03
0.1μM 216土7 140:1:5 14土0.2 6土0.3 44:1 1 5ゴ二0.2
10μM 257土ゲ 165土12* 12土1 8土0.5 55土6 5土0.1
Values are th巴means土S.E.of 3 samples 
ぺ*キ， Differ significantly from the control旦tP<O.05 and P<0.01， respectively. 
Abbreviations used: PL， phospholipid; TG， triglyc巴ridε;DG， diglyceride; 
FF A， free fatty acid; EC， esterified cholesterol; FC， free cholesterol 
Tabl日3 Effect of MK-733 on the phospholipid composition of Hep G2 cells 
Group LPC SPH PC ドI土PS PE 
% of total [引]cpm 
Control 0.49:1ニ0.08 1. 93土0.25 63.82:土0.48 13.75土0.47 16.97土0.45
MK-733 
0.1cμM 0.51土0.23 2.18土0.13 64.28土l.56 14.04士0.93 16.43土0.70
0.1μM 0.34:1:0.11 2. 32:tO .12 64.70土0.57 13.59土0.52 16.49土O司10
10μM 。‘41土0.13 l.78:tO.19 65.50土0.38 13.49土0.23 16.45土0.15
% of total L l4CJ cpm 
Control 0.58土0.21 1.67土0.28 69.37土0.09 12.49土0.40 13.43士0.16
MK733 
0.1μM 。司64土0.19 1.92土0.09 69.91土0.49 12.14土0.82 13.35..士0.02
0.1μM 。合35土0.07 2.32:t0.15 70.52士0.17 11.8ヲ:とO‘1 12.98:1二0.19
10μM 0.36土0.22 2.15土0.08 71.48土0.69キ 11.42土0.34 12.82 I 0.47 
Valu巴sare the means土S.E.of 3 samples. 
ペホへ Diff日rsignificantly from th巴controlat PくO司05and Pく0.01，resp巴ctively.
Abbr巴viationsused: LPC， lysophosphatidylcholine: SPH， sphingomyelin; 
Pc， phosphatidylcholine; PI， phosphatidylinositol; PS， phosphatidylsεrme; 
PE， phosphatidylethanolamine; PA， phosphatidic acid. 
FC 
9土i
7ことl
8ごと]水
5二!こ0.1村
11土0.4
7士ド
6こと0.2*ホ
5土0.03*
PAetc‘ 
3.05士0.12
2.58::'::0.03* 
2.56土0.08*
2.27:tO.05** 
2.46:1:0.19 
2.06:士0.07
1.93土0.09
l.78士0.00
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Tab!e 4 Effect of MK -733 on the incorporation of [1> 14CJ acεtate into 
unsaponifab!e materia!s of Hep G2 cells 
Group Total USM Cho!estero! Lanosterol Squalen官
[14C1 cpmX103/dish 
Control !O .55:10.62 7.56土0.23 2.46:10.20 0.54土0.20
MK 733 。1μM 8.67コヒ0.44 6.41i:0.21 1.59土0.20 0.64土O‘03
0.1μlVI 7.2)3二七0.32 4.87土0.00ホ本 l. 68こ土0.34 0.99:10.01 
10μM 7‘17二と1.43 o. 7:l士0.43村 4.64土0.10キ* 1. 81土0.9官
[14CJ cpm X 103/mg cell pro 
Control 11.82士0.29 8.49土0.46 2.75土0.01
MK 733 
0.1μM 8.83土l.07 6.52:10.68 1..3士0.32
0.1μM 7.46:10.12 4.84土0.29* 1. 65士0.24
10μM 7.04土1.57 0.73:10.44ネホ 4.54二七0.21*
v日luesare the means士S.E.of 3 sa口1P!es
0.58:10.17 
0.65土0.08
0.98土0.06
1. 79土0.93
へ傘へ Differsignificantly from the contro!呂tPく0.05and P<O.OI， respective!}ヘ
Abbreviations used: USM， unsaponiねblemalerial. 
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質への取り込み震は10μM添加で約l.5信光進しており，とくに，ホスファチジノレコリンへの取
り込みの割合の増加が顕著であった (Table3). トリグリセリドへの取り込みも増加した@
3.不ケン化物およびコレステロールへの [14C]酔離の取り込み
コレステロールへの取り込みは， MK-733により阻害されることが示された (Table1). MK 
~733がステロール合成のどのステップで阻害しているかを知るために，各不ケン化物への取り
込み量を瀦定した.
その結果，タンパク質当たりのコレステロールへの取り込み議が濃度依存的に低下しており 9
MK.7331.uμM， 10，uM でそれぞれ，対照群の57.0%，8.6%と減少した--方，ラノステロー
ルおよびスクワレンへの取り込み;援は高濃度の MK~733で増加した (Table 4). 
4 .総路軍霊および各締鷺麗分への [3H]グリセロールの取り込み
細胞の総脂質に取り込まれた [3H]グリセロールの94%以ヒは，リン脂質とトリグリセリド
に取り込まれていた (Table5).総脂貿，リン指質およびトリグリセリドへの取り込み量はl.0
μM， 10μM の MK~733添加で濃度傾存的に有意に増加した。ジグ 1) セリドにおいては変化がな
かった. MK~733の添加は， [3H]グリセロールのホスファチジン酸への取り込み割合を有意に
減少させたが，他のリン脂質への取り込み割合には影響しなかった (Table3). 
5 • トリグリセリドおよび1)ン賄鷺(])比放射能活性
リン指質の比放射能活性 (cpm/nmol脂質)は，いずれの前駆体の取り込みにおいても， 0.1 
μMMK…733添加で顕著に増加した (Table6). トリグリセリドの比放射能活性は増加傾向を示
したが，有意な変動ではなかった.培地中への総脂質の分泌に対する MK~733添加の影響は認
めらtしなかった (Fig.1). 
本研究では HEPG2細胞のコレステロール合成が修飾された持，脂質代謝がどのような影響
をうけるかについて検討した.
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Table 5 Effect of MK-733 0ロtheincorporation of [1 (3) 3HJ glycerol into 
cellular lipids of Hep G2 cells 
Group 
Control 
MK-733 
Total Lipids 
39.6:士2.8
Phospholipids Diglycerid日S Triglycerides 
['HJ cpm X l()'l/ dish 
30.8土3.1 2.5:士:0田2 6.3土0.1
。lμM 47.8:t 1. 1 38.4土1.2 2.4土0.1
2.4土0.1
2.1土0.3
6.9士0.2
7.4:土0.6
9.4士1.1キ
0.1μM 51.7士:2.3** 41‘8:l 1. 9* 
10μM 61.3ごと0.8* 49.8土2.2叫
['HJ cpmX103/mg cell pro. 
Control 
MK-7:l3 
0.1μM 
0.1μM 
10μM 
48.5土2.7
48.6土4.5
52.8ごと1.3
59.目立:2.2
37.5こt:2.1 3.2土.0.6
3ヲ‘1土4.0
42.7ごと1.4
48.7:士3.3
2.5士:0.2
2‘5:tO.2 
2.1ごと0.2
7.9土0.9
7.0:tO.3 
7.5:l0.2 
9.1 :l0. 9 
Values are th巴means土S.E.of 3 samples 
へキペ Differ・51宮nificantlyfrom the control at Pく0.05and P<O.OI， rεspectively 
不ケン化物への取り込みから 9
MK-733 0.1 ~1.0μM 濃度の添加はヲ
コレステロール合成を阻害しヲコレ
ステロール合成の中間産物であるラ
ノステロールおよびスクアレンまで
の合成には影響を与えず， MK-733 
10μm添加ではラノステロール画分
への取り込みは，対照群に比べて
鎮を示し，高濃度の MK-733はラノ
ステロールからコレステロール合成
の段階でも阻害作用を示すことが示
唆された.すなわち， MK-733Ii， 
Hl¥lG CoA還元酵素が触蝶ずるメ
バロン酸合成の段階のみならず，ラ
ノステロールからコレステロールへ
(xl<Y) 
LF; 
。。 0.1 1.0 
拙司7JJ(凶}
10 
Table 6 Effect of MK -733 on the specific radio activ-
ity of [1 (3) -'HJ glycerol a吋 [1-14CJacetete 
Group 
Control 
MK…733 
0.1μM 
0.1μM 
0.1μM 
Control 
MK-733 
0.1μM 
0.1μM 
10μM 
Triglycerides 
[3HJ cpm/nmol 
131こと5
131:!:24 
141土1
143土26
[14C] cpm/nmol 
680:!: 15 
693土120
822土22
864:i 160 
Phospholipids 
206:土.4
372ごと11*
238士19
236土8
652土6
186:!:18* 
827土80
797:!: 21 
Valuεs ar巴themeans土S.E.of 3 samples 
へDiff日rssiまnificantlyfrom thεcontrol at Pく0.01
(Xl<Y) 
40 
(xl<Y) 
j;JJ3f 3Lヲ:
。
トー品目ー十一-=~
ド__.-!
。 0.1 1.0 10 
f1K-7JJ (1主的
(Xl<Y) 
40 
]0 g，
苦?
20智?
、ー、
n-
10 <~ 
、J
G 
Fig‘1 Effect of MK 733 on total lipid s巴cretionto Hep G2 medium 
Values are the m巴ans土S.E.of 3 samples司
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の合成段階にも影響及ぼし，コレステロール合成を組害させることが示唆された e
本研究から， HEPG2細砲でのグリセロ脂質とコレステロールの合成講節は独立して行われ
ていることが示唆されたが， HEPG2細胞の路費合成の変動とリボタンパク質分泌との関連性
は明らかではなし今後検討する必要があろう.
まとめ
HMGCoA還元酵素の阻害剤である MK-733のコレステロールおよびグリセロ詣質の生合成
に及ぼす影響を HepG2細胞系でト検討した. HepG2細胞は MK…733を合干ぎする DMEM培地中
で6 した. トリアシルグリセロールおよびリン脂質の合成は [1(3) -3HJグリセロール
の各脂質画分へ取り込みで測定しヲステロールと脂肪酸の合成は [l-I4C]酢酸からの取り込み
で測定した.0.1，uMから10μMレベルの MK-733は濃度依存的にコレステロール合成を組害し
た.低濃度の薬物はトリアシルグリセロールと 1)ン脂質の合成に著しい影響は及ぼさなかった.
高濃度の薬物添加により 1)ン脂質合成は充進した砂放射能ラベル脂質の分泌量に各群間で差異
はなかった.臨床的に使われる濃度の HMGCOA還元騨素組害剤はヲ HepG2細胞コレステロー
ル生合成を特異的に関等したが，グリセロ脂質代謝に影響を及ぼさなかった@一方，高濃度の
薬物はリン脂質合成を克進させる可能性が示唆された.
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